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要約 １．
 重金属は高等植物の微量必須元素とされ、植物の健全な成長に必要不可欠なものであ
り、その過不足によって植物に悪影響を及ぼすことが知られている。本実験では 5 種
の重金属過剰条件を設定し、シロイヌナズナ培養細胞（MM2d）と病害応答を誘導する
物質であるエリシターのフラジェリンペプチド（flg22）を用いて、植物の持つ病害へ
の抵抗性反応である「過敏感反応」への影響の変化観察を行った。同時に、過敏感反応
の初期応答反応の一つである「オキシダティブ・バースト」にも着目し、重金属過剰が
植物に与える影響を調べた。 
 重金属過剰条件における、過敏感細胞死率の比較、活性酸素発生量、病害応答遺伝子
WRKY22 と、活性酸素除去酵素である SOD 遺伝子の発現量変化、総抗酸化物質含有
量の変化などの比較を行い、重金属過剰が植物の防御反応に与える影響を考察したが、
対照区との比較では顕著な傾向の差は見られなかった。 
また、シロイヌナズナの植物体を用いた実験にも着手し、銅過剰条件における生育の
様子を観察し、上記の遺伝子発現量解析を行った。併せて、花粉浸し法による SOD 過
剰発現株の作成の試みも報告する。 
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諸言 ２．
（１）環境中における重金属要素 
 
重金属とは 
金属の中で、比較的比重の大きいものを、一般的に重金属と呼び、その中でも、ヒ素、
カドミウム、コバルト、クロム、銅、鉄、水銀、マンガン、モリブデン、ニッケル、鉛、
アンチモン、セレン、ストロンチウム、バナジウム、亜鉛などがその代表である【1】。   
一般的に、重金属とは密度が高く、主に周期表で遷移元素に属する金属と、そのイオ
ンを示す。このうちいくつかの元素は普通の土壌には比較的尐量しか存在しないが植物
の生育には必要不可欠であることから、農業上、「微量必須元素」と呼ばれている【2】。 
 
重金属汚染 
 重金属は環境中においてしばしば問題となる場合がある。重金属による土壌汚染の多
くは人為的なものである。重金属の主な排出源として、①金属鉱山の排水、②精錬工場
の排水や排煙、③メッキ工場や皮革加工工場、金属製品製造工場などからの排水、④塗
料、塗装、染色などに由来するもの などがある。更に、⑤電子工業の工場排水、⑥各
種焼却場の排煙、⑦自動車の排ガスなどにも重金属が含まれており、いずれも汚染源と
なる【1】。 
このほか、都市廃棄物も排出源になる可能性が大きい。下水処理によって発生する廃
棄物（下水汚泥）や、生ゴミなどの処理物であるコンポスト（生ゴミ堆きゅう肥）など
は、いずれも、重金属をかなり含んでいる。したがって、これらを気軽に農地へ施与し
てリサイクルすることは、かえって土壌汚染をもたらす【1】。 
 重金属による土壌汚染は、他の汚染と基本的に異なる。重金属はそれ自身が非常に安
定しており、自然界で分解したり消滅したりしない。また、重金属の持つ害作用が焼失
することもない。物理的あるいは化学的な変化を与えても、重金属が本来持っている性
質は変化しにくい。その害作用を一時的に失っても、再び毒性が復帰する可能性もある。
汚染土壌は重金属を除去しない限り汚染被害を残したままである。しかし、仮に除去し
たとしても、重金属自体は変質しないため、除去した先で再び汚染を繰り返す【1】。 
 
日本における重金属土壌汚染状況 
 土壌を汚染する重金属類はカドミウム、銅、鉛、ニッケルクロム、水銀、ヒ素、セレ
ン、アンチモンであるとされる【1】。日本における重金属汚染は主に、カドミウム、銅、
ヒ素、鉛などが問題となる（図 1）【1】。今日、法令の厳格化、企業のコンプライアン
スによって、あまり話題に上がることはないが、現在でも汚染土壌は存在する【3】。こ
れらの重金属過剰土壌を浄化することは更なる有用な土地利用に繋がり、資源の乏しい
日本においては、今後も取り組んで行く価値のある問題であると考える。 
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図 1. 日本における重金属（カドミウム、銅、ヒ素）による土壌汚染 
（環境省 2001 を浅見輝男改変）より引用【3】 
 
 
世界における重金属汚染状況 
 日本においては汚染防止についての厳しい法律の設定、遵守から新たな土壌汚染は抑
えられつつあるが、世界の、主に発展途上国においては今後避けては通れない問題とな
っていくことは明らかである。今日においても中華人民共和国では環境汚染が進み、工
場排水などの垂れ流しが水源などを汚染し、環境への影響が懸念されている【4】。 
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各重金属汚染原因と対策 
・銅（Cu） 
銅は、電線、合金、鋳物、農薬、衣料品などの原料として広く用いられ、汚染源は、
鉱山、製錬所である。中でも栃木県足尾銅山の排水による渡良瀬川流域の水稲被害は有
名である。銅の法的規制は、土壌汚染防止法による特定有害物質に指定され、乾燥土壌
で 125mg/kg 以上の水田は、農用地土壌汚染対策地域に指定できる。水道法における
水道水の水質基準では 1.0 mg/L 以下とされている【2】。 
銅は植物にとって必須元素であるため、土壌中の含有量が低いと欠乏症を起こすこと
がある。一方、過剰であると酸性土壌では根の生育不良や養水分の吸収阻害を起こす。
クローバーやウマゴヤシは銅に対して感受性が高く、指標植物となっている【2】。 
 
・鉄（Fe） 
 鉄は、土壌汚染において問題に挙がることはほぼ無い【2】。 
 
・亜鉛（Zn） 
 亜鉛はトタン板や真鍮（黄銅）の材料として広く用いられ、日本は世界で 5、6 番目
の亜鉛生産国である。生物にとって必須元素で、種々の酵素の補助因子でもある。水稲
の水耕栽培では 5 mg/L以上で生育が阻害され、10mg/Lを超えると、減収被害が発生
する。環境庁は昭和 59年に土壌中の有害重金属濃度を推定する指標植物として亜鉛を
選定し、土壌汚染の未然防止に係る環境庁の管理基準値として、土壌中の全亜鉛濃度を
120 mg/kg と定めている【2】。 
 
・マンガン（Mn） 
 鉄と同様、土壌汚染について問題に挙がることの尐ない元素だが、工業排水などで中
毒症状などが報告されたという例もある。 
 
・カドミウム（Cd） 
 カドミウムは、メッキ、含量、合成樹脂安定剤、合金に用いられている。化学的性質
が、亜鉛に似ており、亜鉛に伴って産出されるため、亜鉛の製錬所が汚染源である。富
山県神通川流域のイタイイタイ病はカドミウムが原因物質と考えられている。法的規制
は、土壌汚染防止法における特定有害物質に指定され、玄米中の濃度が 1.0 mg/kg 以
上（カドミウム汚染米）及び、その恐れがある地域は、農用地土壌汚染対策地域に指定
できる。水質汚濁に係る環境基準のうち、人の健康の保護に関する環境基準は 0.01mg/ 
Lとされている。土壌汚染対策としては、石灰やリン酸質肥料によって溶出を抑制する
方法や、水稲収穫直前まで灌水して還元状態を保ち、溶出、吸収を抑制する。土木的広
報としては、排土、客土などがある【2】。 
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土壌汚染改善 
 土壌汚染改善の手法として、化学的な方法、物理的な方法、生物的な方法があり、そ
れぞれの状況に合わせた手法が用いられている（表 1）【3】。 
 
 
表 1. 土壌浄化手法【3,5】  
化学的方法 薬剤添加による酸化・還元・触媒反応などでの無毒化 
有害物質を難溶解物質にすることによる移動抑制  など 
物理的方法 土壌の入れ替え、土壌の洗浄  など 
生物的方法 ファイトレメディエーション 
（phyto（植物）remediation（改善・矯正））、 
バイオレメディエーション など  
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（２）重金属の生理的機能 
 
植物が必要とする栄養要素 
 生命が活動する上で、個体構成、活動エネルギーなどに必要とされる要素は多岐に渡
る。そのなかでも植物の栄養要素は「多量必須元素」「微量必須元素」「有用元素」に分
けられ、それぞれの必要性により分類されている（表 2）【6】。この必要性については、
①その元素を欠くと、植物が栄養成長、生殖成長の全過程を完成できず、どこかに異常
（欠乏症状）を示す。②その欠乏症状は、その元素のみに特異的であって、当該元素を
与えることによってのみ回復し、他の元素では代替できない。③その元素は、培地の改
善など間接的な効果ではなく、植物の栄養に直接関与する。これらの 3つの条件を満た
す時であるとされる【2】。今回の研究で注目した重金属要素は「微量必須元素」に属し、
必要量は微量であるものの、植物の成長においては無くてはならない重要な要素である
【6】。 
 
表 2. 作物における栄養元素分類【3】 
必須多量元素 C  H  O  N  P  K  Ca  Mg  S 
必須微量元素 Fe  Mn  Zn  Cu  Ni  Mo  Cl   B 
有用元素 Na  Si  Co  Se  Al   など 
 
植物における重金属要素の働き 
 重金属要素の多くは主に「生体酵素の補因子」として重要な役割を担っている【7】。
酵素とは、細胞内の化学的反応を促進するタンパク質であり、アミノ酸で構成される部
分の他に補因子と呼ばれる金属イオンを持つものがあり、酸化・還元や電子伝達に関わ
る酵素の補因子として配位しているものが多い【7】。 
 生体内の化学反応を触媒するものを一般的に酵素と呼び、生体内では酵素が化学反応
を促進することで、生命活動維持に役立っている。酵素はタンパク質で構成されている
という点から、各酵素に最適温度、最適 pH が存在し、細胞小器官の局在によってそれ
ぞれの性質は異なる【8】。 
 
重金属の酵素における役割 
 重金属を補因子として持つ酵素において、その過不足は生体の化学反応の進行に影響
し、その要素の存在が不安定な場合、個体自体に大きな悪影響を及ぼす場合がある。 
補因子が不足した場合、酵素としての本来の働きが損なわれ、その影響で生育が抑制
され収量が落ちる。一方、過剰に存在した場合は、本来結合する元素でない、化学的性
質が似ている元素が結合してしまうことによる酵素活性の阻害がおこる。更に、重金属
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の場合、2価の陽イオンの性質から、鉄のフェントン反応を始めとした反応から活性酸
素が発生し、これによる酸化ストレスが細胞内の酸化を引き起こし、生体に対し毒性を
示す。これらが植物の生育に対して悪影響を及ぼし、欠乏時と同様、生育が抑制され、
収量が落ちる（図 2）【6】。 
重金属要素の状態を適切な状態に保つことが健康的な生育を支えるという点から、重
金属要素は植物を栽培する上で考慮する必要のあることの 1 つであると言える。 
 
 
 
図 2. 必須元素および非必須元素の含量応答曲線  
( Berry and Wallance 1981)より改変【9】 
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重金属過剰が及ぼす生体への影響 
 植物に限らず、生物にとって重金属要素は生育に重要な要素である【7】。しかし、重
金属無機要素は微量必須元素として、その過不足によって植物に生理障害を引き起こす
が知られており、適度な重金属要素の施肥は、より健全な作物の栽培に繋がる【6】。そ
のため、重金属無機要素の過不足と植物耐病性との関係性を調べることは、より病気に
強い植物を育てる肥料条件の検討に繋がるものと考える。 
  
各重金属の植物における役割 
2 価（または 3価）の陽イオンの形をとるものが多く、可逆的に酸化・還元状態を取
ることが可能であり、電子伝達及び、エネルギー転移において重要である【7】。シトク
ロム、クロロフィル、タンパク質（酵素）などの大きい分子に結合して存在する。 
 
・銅（Cu） 
植物体内の乾物中濃度は 6 ppm と低く、全体の 0.0006 ％である【2】。酸化・還元
反応に関わる酵素に結合し、可逆的に Cu＋→ Cu2＋に酸化される。欠乏すると、初期に
濃緑色の葉の形成が起こり、壊死斑を伴う場合もある。壊死斑は、若い葉の先端から、
葉縁、葉の基底方向へ広がる。他にも葉のねじれや変形を起こし、極端な欠乏条件は成
熟前の落葉を起こす【7】。 
 銅は葉緑体のプラストシアニンという酵素タンパクに多く含有されており、葉緑体に
含まれる銅の約半分がプラストシアニンの形である【2】。1分子当たり銅1分子を含み、
光合成の電子伝達系の中で重要な役割を担っており、光合成と呼吸において重要な働き
をしている【2】。ラッカーゼ、アスコルビン酸オキシダーゼなど一群の銅を含む酸化還
元酵素は、銅原子 2分子以上を含み、分子状酵素による基質の直接酸化を触媒する。高
等植物の SODの大部分は銅と亜鉛を含み、細胞にダメージを与えるとされる活性酸素
の除去を行っている【9】。植物体内では亜鉛やモリブデンと強い拮抗作用を示す。銅も
他の微量要素と同じように、土壌pHが上がりアルカリ性化すると不溶化し、その結果、
植物が銅を吸収できなくなる。また、銅は土壌の腐植と強く結合しやすく、植物が吸収
できなくなる。このため、多腐植質黒ボク土では銅欠乏が発生しやすい【2】。 
 欠乏とは逆に、鉱山の鉱害で土壌に銅が過剰に蓄積し、作物に害作用が出ることもあ
る。また、豚の飼料に銅が多く添加され、それが糞尿となって排泄されるため、豚ぷん
由来の堆きゅう肥を施与する場合は、銅が多くなり過ぎないよう施与量に注意すべきで
ある【1】。 
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・鉄（Fe） 
 微量必須元素の中では植物体中含有量が最も高い部類に属する。乾物中濃度 100 ppm
で、全体の 0.010 ％含まれている【2】。生物から単離された全金属酵素の中で鉄酵素
の数は最も多く、電子伝達系で可逆的に酸化される（Fe2＋→Fe3＋）。光合成による光エ
ネルギーの補足と、生成された糖の呼吸による酸化分解によるエネルギー獲得は、とも
に鉄を活性中心に持つ分子種を中心とする電子伝達系によってきわめて効率良く行わ
れる。クロロフィルの生合成にも関与し、カタラーゼ、ペルオキシダーゼなどの酸化酵
素の活性中心としても機能している【7】。また、硫黄の同化過程における亜硫酸の還元
にも鉄が必要である【2】。 
 一般に、欠乏すると葉脈間クロロシス、不溶性の酸化物やリン酸塩を沈殿したり、葉
とそれ以外に存在する鉄結合タンパクのファイトフェリチンと複合体を形成したりす
るため転送されづらく、まず若い葉に症状が現れ始める。極端、または長期に渡る欠乏
状態では維管束もクロロシスを起こし、葉全体が白くなる【7】。 
 鉄はまた、植物の葉緑素の前駆物質となるポルフェリンの合成に関わっている。また、
光合成における化学反応に関わる酵素の構成成分でもある。このため、欠乏すると葉緑
素の合成が順調に進まない。したがって、鉄欠乏症状はマグネシウム欠乏症状とよく似
ているが、鉄は植物体内で移動しにくいため、上位葉から葉脈のクロロシスが進む。マ
グネシウムの場合は下位葉からクロロシスが始まるので鉄欠乏症状と大きく異なる【2】。 
 土壌中には鉄が大量に含まれているため、一般的には鉄不足になることはない。しか
し、乾燥地帯のアルカリ土壌や、石灰質土壌、更に酸性改良のための炭カルを過剰に施
与したというような、いずれも土壌 pH が高まってアルカリ性になると、鉄は難溶解の
沈殿を形成するため、植物は鉄欠乏を起こしやすい。このような場合には、むしろ弱酸
性まで土壌 pH を下げることが効果的である【1】。 
 通常、畑作では鉄過剰はおこらないが、水稲ではまれに問題となることがある。過剰
症状として、葉に生じる茶褐色の斑点、生育不良などがある【2】。 
 
・亜鉛（Zn） 
 葉緑体の形成や植物ホルモンの調節、またその前駆物質の合成に必要な養分である。
植物の含有量は 20 ppm 程度と低いが、亜鉛を含む酵素は生物全体で多数知られてお
り、鉄に次いでその数が多い。含有量は全体の 0.0020 ％に当たり、Zn2+の形で利用さ
れる。    
同じ遷移元素である鉄、マンガン、銅、モリブデンが酸化還元機能を持つのに対し、
亜鉛は d 軌道が飽和しているため、酸化還元機能を持たない。加水分解、水和反応を
触媒する酵素で機能している場合が多い。タンパク質合成に関与しているため、欠乏下
では有利のアミノ酸やアマイドが増加する【2】。亜鉛はまた、クロロフィル生合成に関
与する【7】。 
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欠乏条件下では節間伸長の減尐が起こり、地表近くで同心円状に広がり、ロゼット状
に生育し葉が小さく曲がり、縁がひだ状になる。これはインドール酢酸を充分に合成で
きないためであるとされる。トウモロコシ、ソルガム、豆類では古い葉の葉脈間にクロ
ロシスを生じ、次いで白い壊死斑を生じることがある。この現象については、クロロフ
ィル生合成のために亜鉛の要求度が高まるためであると考えられている【7】。 
鉄やマンガンと同じように土壌のアルカリ化で不溶化するため、植物に亜鉛欠乏が出
やすい。また、土壌中のリンが過剰なほど多くなると、不溶化のリン酸亜鉛を形成する
ため、植物による亜鉛の利用性が低下してしまう【1】。 
 過剰症状は畑作で発生することが多く、新芽の黄化など鉄欠乏症状を誘発することも
あるが、葉縁部にうすい黄化症状を示し、生育が低下することが多い【2】。 
 
・マンガン（Mn） 
 鉄と共に植物の細胞内における酸化還元反応の調節や光合成での酸素生成に関わっ
ている。植物乾物中に 50 ppm、全体の 0.0050 ％含まれる【2】。高等植物の葉中に含
まれるマンガンの 60 ％以上が葉緑体中に存在し、水の光分解による酸素放出に関して
重要な機能を営んでいる。光化学系Ⅱの反応中心に尐なくとも 4原子のマンガンが必須
である。そのほかの機能では、二価のマンガンが解糖系や TCAサイクルにおける脱水
素酵素や加水分解酵素、RNA ポリメラーゼなどの多くの酵素の活性化因子となるが、
これらはマグネシウムなどの他の二価金属イオンで代替可能な場合が多い【2】。葉緑体
以外には細胞質や液胞に存在し、比較的大きい炭素化合物に電気的、もしくはリガンド
として結合している【7】。トリカルボン酸（クレブス）回路に関わるデカルボキシラー
ゼやデヒドロゲナーゼはマンガン存在下で特異的に活性化される。光合成における酸素
発生反応にも関わる。 
 欠乏条件下では葉脈間クロロシスや、小さな壊死斑形成を伴う。植物種、生育条件に
よっては、クロロシスが生じる場合古い葉に生じる場合もある【7】。 
 マンガンは土壌に大量に含まれるので一般には欠乏しにくい。ただし、鉄と同じよう
に土壌 pH がアルカリ性側に傾くと難溶性になり、それがマンガン欠乏の発生要因とな
る。土壌 pH が弱酸性である場合や、水田のように土壌が水で覆われている酸素不足の
還元状態になれば、マンガンの可溶化が進むので、作物がマンガン欠乏を示すことは無
い【1】。 
マンガン過剰は低 pH 土壌や、排水の悪い転換畑で問題となる。過剰症状は植物によ
り異なるが、鉄欠乏の誘発であると考えられる新葉の黄化、マンガン集積による紫黒色
の斑点、果樹の異常落葉などがある【2】。 
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酸化ストレス 
 植物細胞内で活性酸素種（ROS：reactive oxygen species）が発生することにより、
それらが生体内高分子である核酸、タンパク質、脂質にダメージを与えるということが
知られている【7】。活性酸素種には、スーパーオキシドラジカル（superoxide radicals：
O2-）、ヒドロキシラジカル（hydroxyl radicals：OH-）、過酸化水素（hydrogen peroxides：
H2O2）、一重項酸素（singlet oxygen：1O2）などがある【7】。なかでもヒドロキシラジ
カルは、活性酸素種のなかでも強い酸化力を持っており、さまざまな有機分子に対して
ラジカル反応を連鎖的に引き起こすことが知られている。スーパーオキシドラジカルは、
葉緑体やミトコンドリアで合成されることが多く、活性酸素除去酵素 SOD（superoxide 
dismutase）により、過酸化水素、水の形に変換し除去され、無毒化する。過酸化水素
は APX（ascorbate peroxidase）あるいは、CAT（catalase）によって取り除かれる。 
 
活性酸素除去酵素 SOD （スーパーオキシドディスムターゼ） 
 細胞内では主に呼吸などにより活性酸素（ROS）が生じている。活性酸素は酸化力を
持ち、この酸化ストレスが細胞などの老化の原因とされる【7】。 
 活性酸素の除去は細胞を正常な状態に保つ重要な手段であるが、主に 2つの方法があ
る。一つは酵素による分解、もう一つは還元剤が代わりに酸化されることによる酸化の
回避である【10】。 
 活性酸素の分解において重要な酵素の一つが SOD（スーパーオキシドディスムター
ゼ）である。SODは活性酸素の存在により生成され、活性酸素からの細胞の酸化を防
いでいる。SODが酵素として触媒する反応は活性酸素を基質とし、酸素や過酸化水素
を生成することで細胞に対する無毒化を図っている（図 3）。 
SOD には 3 つのグループが存在しており、 
 
①銅、亜鉛を補因子として保有する細胞質型 SODである Cu・Zn-SOD（以下 CSD）
②鉄を補因子として保有する葉緑体型 SOD である Fe-SOD（以下FSD） 
③マンガンを補因子として保有するミトコンドリア型 SOD であるMn-SOD 
（以下 MSD） 
 
に分類される【11】。それぞれ、CSD は細胞質ゾルにおける酸化ストレスに対応し、
FSD は葉緑体、MSDはミトコンドリアにおける酸化ストレスに対応している。特に、
葉緑体とミトコンドリアは独自の DNA を持つため、DNAの酸化を避ける必要性が高
い。更に核の DNAはヒストンなどにより酸化の影響からの防御システムが比較的確立
されているが、それに比べ、葉緑体やミトコンドリアはヒストンなどの複雑な構造を持
たないため、より酸化ストレスの影響を受けやすいと言える。そのため、FSD、MSD は
各細胞小器官におけるDNAの保護に重要な役割を担っていると言える。2008 年に報
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告された理化学研究所の発表では、FSD2/3の欠損株では葉全体の発色が薄くなり、株
も小さくなるなどの影響を及ぼし、植物の成長における FSD の重要性を示した（図 4）
【12】。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 活性酸素を基質とした SOD の生成物合成反応 
SOD が触媒する化学反応は活性酸素を基質として、酸素、過酸化水素を生成する。 
 
 
 
 
図 4. 野生型と FSD遺伝子変異体の表現型 
FSD 遺伝子異常株では葉の色が薄緑食になっている。さらに、FSD2/3 変異株では葉
の白色化が見られる。これらのことから、SOD遺伝子の正常な発現が植物の健全な成
長に不可欠であることがわかる【12】。 
M
(n+1)+
-SOD + O
2
−
 → M
n+
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M
n+
-SOD + O
2
−
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2
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※ M = 2 価の陽イオン（Cu,Mn,Fe） 
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（３）過敏感反応（hypersensitive reaction） 
 植物は微生物の攻撃を受けると、それに反応して感染を食い止めようとする様々な仕
組み、すなわち動的抵抗性機構を備えている【13】。非親和性の病原体が抵抗性品種の
細胞に侵入すると、植物細胞は急激な形態学的・生化学的な変化を起こし、病原体を封
じ込める。この反応を過敏感反応（hypersensitive reaction）といい、それによって病
原体の侵入を受けた細胞が死ぬ現象を過敏感細胞死（hypersensitive cell death）とい
う【14】。1902年 Ward が過敏感死したスズメチャヒキ属植物の細胞内で、さび病菌
の生育が停止していることを見出し、その後、過敏感反応の抵抗性における重要性が、
菌類、細菌、ウイルスによる病害について広く研究された。【13】。R遺伝子を持つ非親
和性品種のジャガイモ塊茎スライスにジャガイモ疫病菌を接種し、菌の侵入に伴う宿主
の細胞反応を詳細に確認した結果、菌の付着器の侵入が始まるとその付近の原形質流動
が活発になり、最も早い場合には 25 分後に原形質流動が停止し、その 10分後に細胞
死が起こることが観察されている【13】。 
 
過敏感反応の流れ 
 過敏感反応はエリシターが受容体に結合することが引き金となり引き起こされる。本
研究で用いたフラジェリンペプチドとシロイヌナズナの病害応答の組み合わせでは、フ
ラジェリンをエリシターとして過敏感反応を誘導した。フラジェリンペプチドが、シロ
イヌナズナが持つフラジェリン受容体 FLS2に結合すると、細胞質ゾルで MAPキナー
ゼの活性化が誘導され、リン酸化により病害応答転写因子 WRKY の活性化が起こり、
核で病害応答遺伝子の活発な発現が起こる（図 5）【14】。 
 過敏感反応の初期反応の 1つとしてオキシダティブ・バーストと呼ばれる反応があり、
活性酸素の急激な増加により病原菌を死滅させる機能を持つが、同時に細胞自身にもス
トレスがかかる。その後も活性酸素を因子として反応が促進され、反応後期にはDNA 
断片化、液胞膜の崩壊が起こり、細胞死が起こる【15】。 
 過敏感細胞死が起こることで病原菌を細胞内に抑え込み、隣接する細胞への感染を防
ぐことで個体全体への感染を防いでいる。過敏感反応は植物の持つ効果的な防御反応の
一種である【15】。 
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図 5. 過敏感反応誘導の流れ  
過敏感反応を誘導する一般的な流れを示す。フラジェリンがエリシターとして誘導され
る過敏感反応の場合、シロイヌナズナの持つ受容体 FLS2 に結合することで病害応答
が誘導される。 
（名古屋大学大学院生命農学研究科HPより改変）【14】 
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材料 ３．
 
（１）シロイヌナズナ培養細胞MM2d株（Arabidopsis thaliana）【16】 
シロイヌナズナ培養細胞MM2d は基本培地（改変 L培地）で継代培養した。 
一週間培養したシロイヌナズナ培養細胞を細胞の様子から、（1.5 ~）13 mlの間で調
整し、滅菌済み 10 ml 駒込ピペットを用い、基本培地 95 ml中に移した。よく混合し
均一化させたあと、27 ℃、120 rpm で振盪培養した。 
改変 L 培地には微量重金属要素として 0.1 M CuSO4、0.1 mM FeSO4、0.03 mM 
ZnSO4、0.1 mM MnSO4 が含まれている（カドミウムは含まれない）（表 3,4）。 
  
表 3. 基本培地（改変 L培地）の組成 
 （1L） 
スクロース 30 g 
MS 培地 ※表 3 1 袋 
ミオイノシトール （5 g /500 ml ） 10 ml 
KH2PO4 （50 g / 500 ml ） 2 ml 
2,4-D （50 g / 500 ml ） 2 ml 
Thiamine-HCl （1 g / L ） 1 ml 
Total Up to 1L 
※KOH（1 M ,0.1 M ）で pH5.8 に調整 
 
 
表 4.  MS 培地組成 （Plant Salt Mixture 和光純薬） 
   （1 袋） 
NH4NO3 1659 mg ZnSO4・7H2O  8.6 mg 
KNO3   1900    KI 0.83   
CaCl2・H2O 440    Na2MoO4・2H2O 0.25   
MgSO4・H2O 370    CuSO2・5H2O  0.02   
KH2PO4 170    CoCl2・6H2O 0.025  
H3BO3 6.2  Na2 – EDTA 37.3    
MnSO4・H2O 22.3  FeSO4・7H2O  27.8    
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（２）シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana） 
アブラナ科 シロイヌナズナ属の一年生草本植物。全ゲノム解読済み（2000.12）で 
1 世代が短く栽培が容易なことから、モデル植物として広く研究に用いられている。 
 
（３）フラジェリンペプチド 22（flagellin peptide 22）【17,18】 
細菌の鞭毛を構成するタンパクの１種。 
N 末端の 22個のアミノ酸配列（flg22）がシロイヌナズナ側の受容体 FLS2 に結合
し、防御システムを活性化する。 
本研究ではこれを用いて病害応答反応である「過敏感反応」を誘導した。 
・flg22 配列 NH2－Q R L S T G S R I N S A K D D A A G L Q I A－COOH’ 
 
（４）野菜軟腐病菌 (Erwinia carotovora subsp.carotovora)【20】 
大きさ 0.8 × 1~3 μm、2 ~10本の周毛を有するグラム陰性菌。生育最適温度は 30 ℃。
最低温度 0 ~ 2℃で、最高温度は約 40℃とされる。多犯性で、宿主はナス科、アブラナ
科、キク科、ユリ科、セリ科など 30種前後に及ぶ。 
・野菜軟腐病 
 多くの野菜に発生し、地上部及び地下部の新鮮な柔組織（果実、花、葉、茎、根など）
に侵入、感染して被害を生じる。病斑部は、初期は水浸状となる。これが次第に拡大し、
軟化腐敗して、特有の悪臭を発するようになるため、他の病害との区別は比較的容易で
ある。青枯病では導管部が侵されて萎凋するのに対し、本病では柔組織が侵され、ごく
軽度に罹病している株を気づかずに収穫、出荷すると、流通過程あるいは家庭で購入後
に症状が急速に進展し、問題となる場合もある【20】。 
 
（５）重金属過剰条件設定 
重金属は、2 価の陽イオンである、銅(Cu）、鉄（Fe）、亜鉛(Zn）、マンガン(Mn）、
カドミウム(Cd)の 5 種を用いた。L培地には微量重金属要素として 0.1 M CuSO4、0.1 
mM FeSO4、0.03 mM ZnSO4、0.1 mM MnSO4 が含まれている。 
過剰培地は 10 M Cu（基本培地の 100倍濃度）、1 mM Fe（10倍濃度）、1 mM Zn
（30倍濃度）、1 mM Mn（10倍濃度）、20 M Cd（基本培地には含まれない）に設定
した（表 5）。 
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表 5. 重金属イオン過剰培地濃度設定条件 
 
基本培地  
（  改変Ｌ培地 ） 
過剰設定培地  
濃度比  
（過剰 / コントロール） 
Cu 過剰条件 0.1 μM 10 μM 100 倍 
Fe 過剰条件 100 μM 1 mM 10 倍 
Zn 過剰条件 30 μM 1 mM 約 30 倍 
Mn 過剰条件 100 μM 1 mM 10 倍 
Cd 過剰条件 含まれない 20 μM ― 
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手法 ４．
 
実験 1  重金属過剰による過敏感細胞死率変化 
 
目的 
各重金属過剰区を設定し、過敏感細胞死率を指標として重金属過剰条件によって過敏
感反応の様子に変化が見られるか調べた。 
 
材料 
・シロイヌナズナ培養細胞 MM2d  
・フラジェリンペプチド 22（flg22） 
・エバンスブルー溶液（Evans Blue） 
 
手法 
過敏感細胞死の計測では、各種重金属過剰培地で 24 時間培養したMM2dに flg22 10 
nMを処理し、更に 24 時間培養し過敏感細胞死を誘導した。スライドガラスに MM2d 
を 13 μl 滴下し、0.05 ％エバンスブルー溶液（和光純薬工業）13 μl を加え 10 分間静
置し、死細胞の染色を行った。エバンスブルー（Evans Blue）は、原形質膜の欠損か
ら細胞内に侵入し、細胞を濃青色に染める。原形質膜の欠損が無い場合は染色されない
という性質を持つ生体染色剤である【19】。光学顕微鏡の倍率 40 倍で観察し、１試験
区当たり生細胞、死細胞合わせて 500 細胞を目安に計測し、死細胞率を算出した。死
細胞には自然死も含まれるため、flg22処理区から無処理区を引き算することで過敏感
反応によって生じた死細胞率を求めた。基本培地で培養したものをコントロールとした。 
過敏感細胞死率 ＝（過敏感細胞死率＋自然死率）－（自然死率）とした。 
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実験 2  重金属過剰条による病害応答関連遺伝子 AtWRKY22 発現量比較 
 
目的 
実験 1 の過敏感細胞死率測定において過敏感反応によって引き起こされた細胞死が
flg22 処理に応答したものかどうか調べるため、病害応答関連遺伝子 AtWRKY22 発現
量比較を行うことで確認を行った【20】。 
 
材料 
・シロイヌナズナ培養細胞 MM2d  
・フラジェリンペプチド 22（flg22） 
 
培養条件 
一週間培養したシロイヌナズナ培養細胞 MM2d 1 mlを基本培地 10 ml中に移した。
よく混合し、均一化させたあと、100 mlフラスコに約 11 mlずつ分けた。各重金属過
剰条件で 27 ℃、120 rpmで 24時間振盪培養した。その後 flg22 10 nM を処理し、同
条件で 24 時間培養を行った。また、改変 L 培地（基本培地）のみでシロイヌナズナ
培養細胞を培養したものをコントロールとした。 
 
手法 
flg22 処理 24時間後、スクリューキャップチューブ 2.0 mL自立型（WATSON製）
に 1 ml の細胞溶液を回収し、遠心し、細胞を沈殿させた後上清を取り除き、FARB 
Buffer （Favor Prep Plant Total RNA Purification Mini Kit（Favorgen製）に含む）
10 ml に 2-Mercaptoethanol（14.2 M）を 200 μl 加えたものを 400 μl を加えた。 
 
冷やしたチューブにビーズを 3 粒入れ、細胞破砕装置 MS-100（Tomy Seiko Co. 
Tokyo, Japan）で細胞を破砕した。E.Z.N.A. Plant RNA Kit （Omega Bio-tek, Inc. 
Doraville, GA, USA）を用いRNAを抽出した。リアルタイムPCR に掛けるため、cDNA
はコントロール、銅過剰、鉄過剰、マンガン過剰、亜鉛過剰、カドミウム過剰条件とも
に、ReverTra Ace® qPCR RT Kit（TOYOBO） を用いて合成し、リアルタイム PCR
を用いた遺伝子発現量解析は 7500 Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems 
USA）で試薬として Fast Start Universal SYBR Green Master （ROX）（Roche 
Germany）を使った。使用したプライマーは表 6 に示した。 
※内在性コントロールとして AtActinを用いた。AtEF-1aは予備として用いた（表 7）。 
 
これらを用い AtWRKY22の発現量解析を行った。 
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表 6. 使用プライマー配列 
No. Name データベース No. Sequence（5` to 3` ） 
① AtWRKY22SCF05 NM116355 ACA CAC CGT TCA CAC AAG AAT C 
② AtWRKY22SCR05 CGG AAG AAG CAG AGA GAG AAA G 
 
表 7. 内在性コントロールプライマー配列 
 Name データベース No. Sequence( 5` to 3` ) 
① AtACT2F06 NM112764 GTA TTG TGC TGG ATT CTG GTG A 
② AtACT2R06 TGC TGT TGT GGT GAA CAT GTA A 
③ AtEF-1aSCf01 NM001035916 GGA CGT GTT GAG ACT GGT ATG A 
④ AtEF-1aSCr01 CGG CAA CAT TCT TAA CAT TGA A 
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実験 3  重金属過剰条による過敏感反応に伴う活性酸素発生量の測定 
 
目的 
 実験 1、2 において、重金属過剰条件における flg22 に対する病害応答を確認し、過
敏感反応を確認した。 
過敏感反応の初期反応には活性酸素の急激な増加現象である「オキシダティブ・バース
ト」が知られており、この現象を確認するために、活性酸素検出試薬 DCFH-DA を用
いて、活性酸素発生の様子を測定した【22】。 
 
材料 
・シロイヌナズナ培養細胞 MM2d  
・フラジェリンペプチド 22（flg22） 
・活性酸素検出試薬 DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate） 
 
手法 
活性酸素検出試薬 DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate）を用い
て測定した（図 6）【22】。DCFH-DA は DMSO（ジメチルスルホキシド; Dimethyl 
Sulfoxide）によって、10 mM の濃度に希釈し使用した。 
各重金属過剰培地で 24 時間培養した MM2d 300 lに活性酸素検出試薬 DCFH-DA 
30 M を処理し、30 分静置後、細胞を沈殿させ、上清を捨て、除いた上清と等量の各
重金属過剰培地を新たに加えた。各試験区に flg22 処理区、無処理区を設定し、96 穴
マイクロプレート（Nunc フルオロヌンクプレート Thermo Fisher SCIENTIFIC製）
に 1ウェル当たりMM2d 300 l を加え、マイクロプレートリーダ （ーコロナMTP-800）
で、励起光 Ex=490 nm、蛍光 Em=530 nmで蛍光強度を測定した。55秒おきに 5秒間
ミキシングし、flg22 処理直後から 16時間測定した。 
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図 6. 活性酸素検出試薬DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate） 
DCFA-DA の形で細胞内に侵入するがこの段階では蛍光は発さない。細胞内エステラー
ゼにより脱アセチル化することで非蛍光型 2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin (DCFH) 
になる。更に ROS により素早く酸化され、2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein (DCF)
に変化し、強い蛍光を発するようになる。蛍光強度は ROSレベルに比例するため、
蛍光が強いことは ROS が多いことを示す【22】。 
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実験 4  重金属過剰条による AtSOD 遺伝子発現量変化の解析 
 
目的 
 実験 3 において過敏感反応の初期反応である活性酸素の初期の急激な発生を確認し
た。実験 4 では活性酸素の重要な除去酵素である SOD に着目し、遺伝子発現量の変
化の解析を行った【8】。 
 
材料 
・シロイヌナズナ培養細胞 MM2d  
・フラジェリンペプチド 22（flg22） 
 
培養条件 
一週間培養したシロイヌナズナ培養細胞 MM2d 1 mlを基本培地 10 ml中に移した。
よく混合し、均一化させたあと、100 mlフラスコに約 11 mlずつ分けた。各重金属過
剰条件で 27 ℃、120 rpmで 24時間振盪培養した。その後 flg22 10 nM を処理し、同
条件で 24 時間培養を行った。また、改変 L 培地（基本培地）のみでシロイヌナズナ
培養細胞を培養したものをコントロールとした。 
 
手法 
flg22 処理 24時間後、スクリューキャップチューブ 2.0 mL自立型（WATSON製）
に 1 ml の細胞溶液を回収し、遠心し、細胞を沈殿させた後上清を取り除き、FARB 
Buffer （Favor Prep Plant Total RNA Purification Mini Kit（Favorgen製）に含む）
10 ml に 2-Mercaptoethanol（14.2 M）を 200 μl 加えたものを 400 μl を加えた。 
以下、実験 2 の手法と同様。使用したプライマーは表 7,8 に示した。 
 
これらを用い AtCSD1、AtFSD1、AtMSD1の発現量解析を行った。 
 
表 8. 使用プライマー配列 
No. Name データベース No. Sequence（5` to 3` ） 
① AtCSD1scf4 NM100757 TGA CCA CTG TGA GTG GAA CAG 
② AtCSD1scf1 GTG ATT GTG AAG GTG GCA GTT 
③ AtFSD1scf1 NM179110 TTC TGC ATC ACC GAA GTC TCT 
④ AtFSD1scr1 CGC ACA CAC ACT CAG AAA AGA 
⑤ AtMSD1scf3 NM001035593 TCG AGG CTA TTG AGG ATC AGA 
⑥ AtMSD1scr3 AGT GGA AGC ATC TCC CTT GTT 
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実験 5  重金属過剰条による総抗酸化物質含有量経時変化 
 
目的 
 実験 4では、flg22 処理による活性酸素除去酵素遺伝子 SOD の発現量の減尐が見ら
れた。しかし、実験 3の活性酸素発生では時間経過によって活性酸素の発生の様子は緩
やかになっている。この矛盾を調べるため、活性酸素除去のもう 1つの方法である、抗
酸化物質による酸化の回避に注目し、MM2d の総抗酸化物質含有量を調べ、活性酸素
発生との関係を追った。 
 
材料 
・シロイヌナズナ培養細胞 MM2d  
・フラジェリンペプチド 22（flg22） 
 
手法 
測定には Folin-Denis 法を用いた。この手法はフェノール性水酸基がアルカリ性でリ
ンタングステン酸、モリブデン酸を還元して青色に呈色することを利用している【23】。
ポリフェノールの種類や構成比によって、分析試薬との反応性が違うため、正確性は低
いが、簡易で迅速な方法である【23】。 
各区の MM2d 細胞 100 mg からメタノール抽出した後、MM2d メタノール抽出液
50 l または、標準物質であるカテキン（(+)-Catechin Hydrate SPECTRUM）の段階
希釈（0～1000 g /g）溶液 50lに超純水 750 l、5倍希釈フェノール試薬（関東化学）
を 200 l、10 % (w/v)炭酸ナトリウムを 200 l加えた 。常温で 1時間反応させ、分光
光度計（U-2900 HITACHI）760 nmで測定した。23.5℃で反応に安定性があることか
ら、常温で、様々な濃度においてばらつきが尐ないという知見から、1時間を反応時間
に設定した。カテキンによる検量線は、相関係数 R² = 0.9985となり、これを用い、新
鮮重あたりのカテキン相当量として算出した。 
 
・MM2d に含まれる抗酸化物質のエタノール抽出 
 MM2d を 100 mg スクリューキャップチューブ 2.0 ml自立型にとり、エタノールを
200 l とジルコニアビーズを 3 粒加え、細胞破砕装置 MS-100 （Tomy Seiko Co. 
Tokyo, Japan）で細胞を破砕した。10,000 rpm で 1分間遠心し、上清を MM2d エタ
ノール抽出液とした。 
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実験 6 植物体を用いた銅過剰条件下における遺伝子発現量変化 
 
目的 
 実験 1～5 から、培養細胞MM2d を用いた過敏感反応の様子について調べた。 
しかし、培養細胞と植物体との重金属過剰に対する反応が一致するかどうかを議論する
ことは難しい。そのため、植物体を用いた実験に着手することで、培養細胞と植物体と
の実験結果を比較、検証を行った。 
 
材料 
・シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）種子 
・ホーグランド溶液（基本培地）（表 9,10） 
・銅過剰ホーグランド溶液 ①5 （基本培地の 10 倍濃度）、②50 （100 倍） 
 
 
表 9. ホーグランド溶液の組成【23】 
 1L 用 
1M KNO3 5 ml 
1M K-リン酸バッファー（pH5.5） 2.5 ml 
1M MgSO4 2 ml 
1M Ca(NO3)2 2 ml 
20mM Fe-EDTA 2.5 ml 
Micronutrients ※表 10 1 ml 
 Up to 1 L 
 
 
表 10. Micronutrientsの各要素濃度【23】 
H3BO3 70 mM 
MnCl2 14 mM 
CuSO4 0.5 mM 
ZnSO4 1 mM 
NaMoO4 0.2 mM 
NaCl 10 mM 
CoCl2 0.01 mM 
 
表中の CuSO4 濃度を CuSO4・5H2Oを加え調整し、銅過剰条件を再現した。 
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栽培条件 
4 区画に分かれたプラスチックケースに、1区画当たりスポンジ 6個分を詰め、milliQ 
水を浸しスポンジに十分吸い込ませた状態で、且つ、1 cmほど milliQ 水が溜まった状
態にした。1.5 ml チューブにシロイヌナズナの種子を入れ、70 ％ エタノール 1 ml
を加え、ボルテクスミキサーで 1 分間撹拌した後、チビタンに 10秒かけ、種子を沈殿
させた。同じ作業を milliQ 水を用いて 2回繰り返し、種子洗浄した【24】。20 ~ 200 l 
チップの先端を 5 mm 程度鋏で切り取り、1 スポンジ当たり、約 6粒ずつ播種した。
プラスチックケースにラップをかけ、針で空気穴（プラスチックケース 1区画当たり 5
×5 か所）を開け、インキュベータで 5 週間栽培した。 
培養液には、基本培地としてホーグランド溶液（CuSO4 0.5 Mを含む）を用い、銅
過剰区として、CuSO4・5H2Oを過剰に加えた 2つの試験区 CuSO4 5 M 、50 M（ホ
ーグランド溶液の 10 倍、100 倍濃度）を設定した。播種後 1週間はmilliQ 水で栽培
し、その後、各培養液に切り替え、4週間栽培を行った。培養液は一区画当たり約 25 ml 
加えて栽培した。 
 
 
手法（遺伝子発現量解析） 
5週間栽培したシロイヌナズナの上位葉を 5 枚程度スクリューキャップチューブ 2.0 
mL自立型に回収し、ジルコニアビーズを 3粒、グアニジンチオシアネート溶液 500 μl
を加え、細胞破砕装置 MS-100 （Tomy Seiko Co. Tokyo, Japan）において 4000 rpm、
1 分×3 で細胞を粉砕した。 
  
以下、実験 2 の手法と同様に遺伝子発現量解析を行った。 
 
なお、使用したプライマーは、AtWRKY22 は実験 2 と、AtCSD1、AtMSD1につ
いては実験 4と同様のものを使用したが、AtFSD1についてのみ、別のプライマーを用
いた（表 6,7,8,11）。 
※内在性コントロールは共通して AtActin を用いた。AtEF-1aは予備として用いた 
（表 7）。 
 
表 11. 使用プライマー（AtFSD1 ）  
No. Name データベース No. Sequence（5` to 3` ） 
①  AtFSD1SCf2 NM179110 TCT TGT GTC TTG GGA AGC TGT 
②  AtFSD1SCr2 AAG AGA CTT CGG TGA TGC AGA 
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実験 7 花粉浸し法による SOD 過剰発現株の作成 
 
目的 
活性酸素除去酵素である SOD 遺伝子の過剰発現株を得ることで、植物体での過敏感
反応の様子を観察する。 
 
材料 
・シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）種子 
・アグロバクテリウム 
 
手法 花粉浸し法 
播種 2 週間後のシロイヌナズナを、シロイヌナズナ栽培キット「アラシステム 360」
（バイオメディカルサイエンス製）の付属ポットに 2、3株ずつ植え替え、更に 4週間
栽培した。摘心し、脇芽に蕾が付いた株を目的のコンストラクトを形質転換したアグロ
バクテリウム培養液に 10秒程度浸し、その後、種を付けるまで栽培を続け、種を回収
した。その後抗生物質を含む培地で選抜し、目的の種子を得た【24,25】。 
 
手法 アグロバクテリウムへの形質転換 
使用培地類 
・LB 培地  
主に大腸菌を培養するときに使用される培地。 Lysogeny Broth（溶原培地）の略称。 
Polypeptone（日本製薬）4 g 、Yeast extract（Difico）2 g 、NaCl 4 g を三角フラ
スコに入れ蒸留水を 400 ml 加えよく溶かした。アルミホイルを 4重にまきオートクレ
ーブした。 
・LB 平板培地 
オートクレーブする前の LB培地に、寒天粉末を 1.5 % 加え、LB培地と同様にアル
ミホイルを 4重にまきオートクレーブをした。オートクレーブ後、手で触れる程度（60℃
程度）になるまで自然冷却させ、冷めたらシャーレ（浅底）に分注した。 
・抗生物質 
500 mgの抗生物質に 10 ml の滅菌水を加えよく溶かした。注射器、フィルター、ア
シストチューブを用意し、この後の作業はクリーンベンチ内で行った。注射器で溶液を
吸い、フィルターにさし、その下にアシストチューブをかまえて溶液を押し出し入れた。
できたものはエッペンチューブ（滅菌済み）に分注し- 70℃で保管した。 
カナマイシン（50 mg/ml）、スペクチノマイシン（100 mg/ml）、アンピシリン（50 mg 
/ml）以後、カナマイシンは Kan 、スペクチノマイシンは Spec、アンピシリンは Amp 
と表記する。 
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PCRによる増幅産物の合成 
PCR によりGFP、AtCSD1、AtFSD1、AtMSD1 増幅産物を得た。 
使用したプライマーは表 12 に示した。 
  
PCR 試薬（4本分） 
10 x Buffer         5.0 l 
dNTP              4.0 l 
primer-Forward   0.5 l 
primer-Reverse     0.5 l 
cDNA              0.5 l 
H2O             39.25 l 
EX taq            0.25 l 
Total             50.0 l 
 
上記の試薬を混ぜ、PCR反応を行った。できたものに 10×loading buffer を加え、
アガロースゲル電気泳動を行った。標的のバンドのゲルを切り出し、目的の DNAの抽
出を行った。 
 
 
ゲル抽出 
ゲルの抽出にはMACHEREY-NAGEL社のNucleoSpin ExtactⅡを用いた。 
 
切り出したゲルを 1.5 mlチューブに入れ、NT Buffer を 200 μl入れた。50℃で 5 ~10
分間温めてゲルを溶かし、10,000 rpmで 45秒間遠心分離し、ろ液を捨てた。NT3 Buffer 
500 l を加え、10,000 rpm で 45秒間遠心分離し、ろ液を捨てた。空回しを 10,000 rpm
で 45秒間行い、Columnをエッペンチューブに差し換えて、50℃で 5分程度温めてエ
タノールをとばした。Elution Buffer 20 l を入れて10,000 rpmで 45秒間遠心分離し、
目的の DNAを含むろ液を回収した。 
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ベクターの大腸菌への導入と確認 
 
 Salt Solution               0.5 l 
  TOPO TA cloning vector     0.5 l 
  増幅産物              2.0 l 
 Total                       3.0 l 
 
以上を混ぜた後、10 倍量（30 l）の大腸菌 DH5α 株を入れた。 
 
上記を混合し、30分間氷上で冷やした後、42℃で 30秒間湯銭し、1分間氷上で冷や
し、SOC培地を 200l 入れた。37℃で 30分間振盪培養した。コーンラージ棒を用い
て LB 平板培地（Amp）に塗布し、37℃で一晩培養した。 
 
 
コロニーPCR 
 増幅産物の大腸菌への導入を確認した。 
 
H2O                141 l 
5 x Buffer            40 l 
dNTP                16 l 
primer-Forward       1l 
primer-Reverse        1 l 
GO taq ( Promega )   1 l 
 Total                200 l 
 
上記の試薬を 1.5 mlチューブに入れ、8連チューブ×2に 12 l ずつ分注した。滅菌
済みの爪楊枝を用い、前日に塗布した平板培地に生えた単コロニーを別の LB平板培地
（Amp）に線を引きように塗り、コロニーに番号を振った。16 チューブのうち 15 チ
ューブにそれぞれ異なる大腸菌を懸濁した。残りの 1つはポジティブコントロール用と
して用いた。サーマルサイクラ―（① 60℃ 15秒、② 68℃ 30秒）で PCRを行い、
アガロースゲル電気泳動でバンドを確認した。 
 
目的のバンドが確認できた大腸菌を、LB培地 3 mlに Amp 3 lを加えたものに混濁
し、37℃で 1晩培養した。 
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大腸菌からプラスミドの回収 
培養した大腸菌からプラスミドの回収を行った。 
SIGMA 社の GENELUTE PLASMID MINI-PREP KIT を使用した。 
 
前日培養した大腸菌を回収し、8,000 rpm で分間遠心分離した。上清を捨て、
Resuspention Solutionを 200 l 入れ、ボルテックスでよく溶解した。溶液をエッペ
ンドルフチューブに移し換え、Lysis Solution を 200l入れ 4 ~ 6回上下を入れ替え、
緩やかに混合した。その後、Neutralization Solutionを 350l入れ、同様の要領で混
合した。10,000 rpm で 10分間遠心分離し、上清を column をさした 1.5 mlチューブ
に入れた。Column Preparation Solution を 500 l 加え、10,000 rpm で 45秒間遠心
分離し、ろ液を捨てた。Wash Solution 700 l を入れ 10,000 rpmで 45秒間遠心分離
し、ろ液を捨てた。Column を 1.5 ml チューブに移し替えElution Solution 100 l
を入れ 10,000 rpm で 45秒間遠心分離し、ろ液を回収した。 
 
 
制限酵素処理 および ライゲーション 
増幅産物をGFP を含むベクターへのサブクローニングを経て、恒常的に発現する 
コンストラクトを作成した（表 12）。 
 
・制限酵素によるDNA切断  
 
10 x 制限酵素Buffer      1.5 l 
Plasmid DNA             6.5 l 
制限酵素         0.25 l 
  milliQ                   6.75 l 
   Total                      15 l 
   
 
37℃で 1 時間半放置した後、アガロースゲル電気泳動を行った。 
※2 か所の制限酵素サイトで切る場合には milliQ を調節し、Total を 15 l にした。 
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pUC18-35s-GG への組み換え  
pUC18-35s-GG（Sano 2005）の前方の部分の GFP 部分に、AtCSD、AtFSD、AtMSD 
それぞれを組み替えた。（※G＝GFP） 
 
 
  ベクター（pUC18）     0.5 l 
  PCR 産物           2.0 l 
  Ligation High（Toyobo）  2.5 l 
  Total                     5.0 l 
 
上記の試薬を混ぜ室温で 30 分間放置した後、上記のライゲーション産物 5 l と
DH5α 50 l を混合し、大腸菌の形質転換を行った。氷上で 30 分間冷却した後、42℃
で 30秒間湯銭し、氷上で 1分間冷却した。SOC培地を 200 l加え、37℃で 30分間振
盪培養し、LB平板培地（Amp）に塗布した。 
 
 
作成したプラスミドのエントリーベクター ( pENTER/D-TOPO) への組み換え 
アグロバクテリウム用のプラスミドである pGWB401、501 と組み換えるため、
pENTER/D-TOPO に組み換えた。（※pENTER/D-TOPO ライフテクノロジンズ製） 
 
  試薬（2 サンプル分） 
Template                 0.5 l →後から加えた。 
酵素( KOD ) Toyobo       0.5 l  
KOD Buffer               5.0 l 
dNTP                     5.0 l 
MgSO4                     3.0 l 
Primer-Forward          0.75 l 
Primer-Revers           0.75 l 
H2O                     34.0 l 
Total                     50.0 l 
 
①60℃ 15 秒、②68℃ 50 秒でサーマルサイクラ―を用いてPCR反応を行い、
「35s-GFP-SOD-NosT」の部分の増幅を行った。酵素は平滑末端を生じる KOD
（ToYoBo 製） を用いた。 
アガロースゲル電気泳動により目的のPCR産物かを確認し、切り出しを行い、ゲル
からのプラスミドの抽出を行った。大腸菌への導入のプロトコルを参考に、pENTER/ 
33 
 
D-TOPO に導入した。コロニーPCR、 大腸菌からのプラスミドの抽出を行い、EcoRV・
Not I、Buffer H で制限酵素処理を行い目的のプラスミドの導入を確認した。 
 
相同組み換え 
GFPを pGWB402に、AtCSD1、AtFSD1、AtMSD1を pGWB401、pGWB501に
それぞれ相同組み換えを行った（LRクローニング）。 
 
pENTR-GFP もしくは、pENTR-AtCSD1（pENTR-AtFSD1、 pENTR-AtMSD1）
0.5 lと、pGWB402 /401 / 501 を 3.5 l、 LR cloneace（Invitrogen製）1 lを混ぜ、
25℃で 1時間静置した。5 l 中、2.5 l を 0.5 l protainace K と混ぜ、37℃で 10分
間湯銭した。残りの 2.5 l は 37℃で 1晩静置し、相同組み換えが行われなかった場合
に使用した。2.5 l 中、1 l を大腸菌に導入し 1晩培養した。コロニーPCR、プラス
ミドの抽出を行い、得たプラスミドはHindⅢ・SalⅠ、Buffer Mで制限酵素処理を行
い、目的のプラスミドであることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. 相同組み換え概略図（pGWB402 を用いて行う場合） 
上記の要領で GFP は pGWB402に、AtCSD1、AtFSD1、AtMSD1は pGWB401、501
に組み替えを行った。 
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作成したコンストラクトのアグロバクテリウムへの導入 
コンストラクト（pGWB402-G）をエレクトロポレーション法でアグロバクテリウム
に形質転換させた。 
 
EPPENDOLF社の Electroporator を使用した。 
 
アグロコンピテントセル 25 lとプラスミド 1 lをDNAエレクトロポレーションイ
ンキュベート（幅 1 mm）に入れ軽くピペッティングをし混合した。Electroportator 
2510（eppendorf製）で、2400 Ｖの電圧をかけた。SOC培地 200 l を入れ、1.5 ml
チューブに移し、27℃で 1 時間振盪培養した。30 l を LB 平板培地（Spec）に塗布
し、一晩培養した。 
 
 
形質転換したアグロバクテリウムはコロニーを作るため、滅菌済み爪楊枝を用い、翌
日に LB平板培地（Spec）に線引き（塗り直し）を行い、再び 1 晩培養し、4℃の冷蔵
庫で保管した。 
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アグロバクテリウムによる形質転換 
pGWB402-G が導入されたアグロバクテリウムを用いて、形質転換を行った。 
 
15 ml チューブに LB 培地 3 ml、抗生物質（Kan）3 l を入れた。その後、前回平
板培地に線引きしておいたアグロバクテリウムを白金耳に尐量取り、培地に混濁し、暗
所 27℃、100 rpm で 1晩培養した。pGWB402 は L培地（Kan）にまいた。 
 
表 12. 使用プライマー 
No. Name データベース No. Sequence（5` to 3` ） 
① AtCSD1F1 NM100575 CAC CGA CGA CAT GGC GAA AGG 
AGT TGC AGT TTT GA 
② AtCSDR1-r TGT ACG GCC CTG GAG ACC GGA 
ATG ATG CCG CAA GC 
③ AtFSD1F1 NM179110 CAC CGT CGA CAT GGC TGC TTC 
AAG TGC TGT CAC CG 
④ AtFSD1R1-r TGT ACA GAG CAG AAG CAG CCT 
TGC GGC CTC AAG 
⑤ AtMSD1F1 NM001035593 CAC CGT CGA CAT GGC GAT TCG 
TTG TGT AGC GAG TA 
⑥ AtMSD1R1-r TGT ACA GGT TGT TTT CCT TCT 
CAT AAA CCT CGC T 
⑦ GFPf03 EF090408 CAC CAC TAG TAT GGT GAG CAA 
GGG CGA GGA 
⑧ GFPr02-r GCG GCC GCT TAC TTA TAC AGC 
TCG TCC ATG CC 
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図 8. シロイヌナズナ栽培 2週間目の様子 
播種後適切な大きさまで成長したシロイヌナズナを植え継ぎ、栽培を継続した。 
スケールバーは 2 cm を示す。 
 
  
 
図 9. 花粉浸し法の様子 
アグロバクテリウム液 200 l にシロイヌナズナ株についた蕾を約 10 秒程度浸漬し、
形質転換を試みた【24】。  
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結果・図 ５．
 
（１）実験 1  重金属過剰による過敏感細胞死率変化 
 
 重金属過剰条件において、flg22 添加による過敏感反応の様子の変化を観察するため
に、各重金属過剰培地での過敏感細胞死率を算出し、比較を行った。 
flg22 処理 24 時間後にエバンスブルー試薬を用いて死細胞を染色し、倍率 40 倍で
検鏡観察を行った結果、flg22 処理区でより多くの死細胞が観察された（図 10）。flg22
処理区から flg22無処理区を引き算し、過敏感細胞死を算出した結果、flg22 処理 24 時
間後、対照区で約 15 ％の過敏感細胞死率が見られた（図 11）。他の重金属過剰区でも
12 ~16 ％の過敏感細胞死が見られた。自然死については重金属過剰区において多くな
る傾向が見られた。 
2 年前に執筆した卒業論文では各重金属を同サンプルで行わず、2 グループ（①Fe、
Zn ②Cu、Mn、Cd）に分けて行ったため、サンプルの状態の違いによるものである
と思われる細胞死の多尐の違いが見られたが、今回同サンプルで行った結果、いずれの
過剰区でも過敏感細胞死率は対照区と大きな差は見られなかった（図 11）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. flg22 処理区・無処理区の 24 時間後のMM2d 検鏡写真（×40 倍） 
(A) flg22 無処理区 (B) flg22 10 nM 処理区  
0.05% エバンスブルー試薬で死細胞を染色し、10 分後の細胞の様子を観察した。 
スケールバーは 100 μm を示す。 
 
 
 
(A) 
100μｍ 
(B) 
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図 11. 各重金属過剰培地における過敏感細胞死率変化 
flg22 処理 24 時間後の細胞死率を表す。死細胞をエバンスブルーで染色し、生細胞、
死細胞合わせて約 500 個の細胞を計測し、死細胞率を算出した。 
視細胞率(％) = 死細胞数 / 全細胞数×100 
過敏感細胞死率は、「（flg22 処理区）－（flg22無処理区）」として算出した。 
実験 7 回の平均と標準誤差を示す。 
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（２）実験 2  重金属過剰条による病害応答関連遺伝子 AtWRKY22 発現量比較 
 
 実験 1において、重金属過剰条件においてもコントロール区と同等の過敏感細胞死率
となり、重金属過剰条件は過敏感細胞死率に大きな変化はもたらさないということが示
唆された。そこで、より詳しく過敏感反応の動向を観察するということを目的とし、病
害応答関連遺伝子（転写因子）である AtWRKY22の遺伝子発現量の解析を行い、比較
を行った。 
結果、flg22 処理 24 時間後の AtWRKY22 発現量は対照区で約 6 倍の増加が見られ
た（図 12）。重金属過剰条件区では、銅、鉄で対照区と同程度の約 6 倍、亜鉛、マン
ガンで約 3 倍、カドミウム過剰区で約 9 倍の発現量の増加が見られ、各重金属過剰条
件下においても、flg22 処理による病害応答遺伝子の発現量増加が見られた（図 12）。 
 
 
 
 
 
図 12. 各重金属過剰培地におけるAtWRKY22 遺伝子発現量変化 
flg22 処理後 24 時間の AtWRKY22 遺伝子発現量変化を示す。各区共に flg22無処理
区を 1 として、各重金属過剰区の相対的遺伝子発現量を表す。‐flg22：フラジェリン
ペプチド無処理区、+flg22：処理区。実験 3 回の平均と標準誤差を示す。 
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（３）実験 3  重金属過剰条による過敏感反応に伴う活性酸素発生量の測定 
 
 実験 1、2 において、重金属過剰条件下でもコントロール区と同様の反応の様子が見
られ、過敏感反応が正常に誘導されているということが観察された。そこで、実験 3 で
は過敏感反応の初期反応とされるオキシダティブ・バーストの様子を観察するために、
蛍光強度の測定による、各重金属培地の活性酸素発生量の計測を行い、様子を観察した。
本実験におけるマイクロプレートリーダーによる蛍光強度の測定では、蛍光強度が強い
ほど、活性酸素発生量が多いことを示す。 
その結果、flg22 処理により、処理初期の活発な活性酸素の発生（オキシダティブ・
バースト）が見られ、flg22 処理による過敏感反応を確認した（図 13）。重金属過剰条
件では比較的多い活性酸素の増加が見られ、鉄過剰区において最も多くの活性酸素の発
生が確認できが、対照区と過剰区との顕著な傾向の違いは見られなかった（図 14）。 
 
 
 
 
図 13. flg22 処理後の時間経過による活性酸素発生量変化 
活性酸素検出試薬 DCFH-DAを用い、flg22 処理区を赤線、flg22無処理区を青線で示
した。8 時間までの時間経過毎の発生量を表す。‐flg22：フラジェリンペプチド無処
理区、+flg22：処理区。実験 4 回の平均と標準誤差を示す。 
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図 14. 各重金属過剰培地における flg22 処理後の活性酸素発生量経時変化 
活性酸素検出試薬 DCFH-DA を用い、各培地における「（flg22 処理区）－（flg22 無
処理区）」の時間経過毎の発生量を表す。実験 4 回の平均と標準誤差を示す。 
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（４）実験 4  重金属過剰条による AtSOD遺伝子発現量変化の解析 
 
 実験 3 でいずれの実験区でも flg22 添加後の早い段階で活性酸素の急激な発生を確
認し、過敏感反応が重金属過剰条件下でも反応が正常に進んでいる様子が確認できた。
しかし、重金属過剰条件においては、コントロール区と比較するとより多くの活性酸素
の発生が見られたが、過敏感細胞死率にはその様子が反映されていないことから、活性
酸素の除去能が重金属過剰条件においてより活発に働いているのではないかと仮定し
た。そのことを確かめるために、2 つの活性酸素の除去能に着目し、実験を行った。 
まず実験 4 では、活性酸素の分解能について調べるために、重金属を補因子として
持つ各種 AtSOD（AtCSD、AtFSD、AtMSD）の flg22 処理 24時間後の遺伝子発現量
解析を行い、コントロール区との比較を行った。 
各 SOD 発現量は、以下の結果となった。 
 
（1）AtCSD1 発現量 
  銅、鉄、亜鉛過剰区の flg22 無処理区において、対照区の約 1.6 ~ 2倍の遺伝子発現
量の増加が見られた。マンガン、カドミウム区については 0.5倍の発現量であった。flg22 
処理においては各試験区ともに無処理区と比べ発現量の減尐が見られた。（図 15 (A)）。 
 
（2）AtFSD1 発現量 
 マンガン過剰区においてのみ対照区の同等の発現量が見られたが、他の重金属過剰区
では発現量の減尐が見られた。flg22 処理区においては、銅過剰区においてのみ、無処
理区よりも発現量の減尐が見られたが、その他の過剰区では AtCSD と同様、減尐が見
られた（図 15 (B)）。 
 
（3） AtMSD1 発現量 
 flg22 無処理区ではいずれの重金属過剰区においても対照区とほぼ同等の発現量が
見られた。処理区においてもいずれの区も約 0.5倍の発現量となり、flg22 処理による
発現量の減尐が見られた（図 15 (C)）。 
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図 15. 各重金属過剰培地における各 SOD遺伝子発現量変化 
(A) AtCSD1 (B) AtFSD1 (C) AtMSD1 
control 区の flg22 無処理を 1 として各区の 24 時間後の遺伝子発現量を表す。 
‐flg22：フラジェリンペプチド無処理区、+flg22：処理区。 
実験 3 回の平均と標準誤差を示す。 
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（５）実験 5  重金属過剰条による総抗酸化物質含有量経時変化 
 
実験 4 では、活性酸素の除去能の一つである酵素による分解の働きに着目し実験を
行った。重金属過剰条件の違いによる SOD遺伝子の大きな発現量の差は見られなかっ
たが、いずれの試験区でも flg22 処理による発現量の減尐が見られた。過敏感反応の過
程で活性酸素を分解する酵素の遺伝子発現量の減尐が見られたことは大変興味深いこ
とである。しかし、実験 3の結果における時間経過により活性酸素の発生が緩やかにな
ることと矛盾が生じるため、実験 5 では、主な活性酸素除去能のもう 1 つの方法であ
る、抗酸化物質による還元についての観察を行った。 
定量には Folin-Denis 法を用いた（図 16）。カテキンを標準物質とした検量線を作成
し、各試験区の総抗酸化物質含有量を算出した（図 17）。 
 
 
図 16. Folin-Denis法で呈色させたカテキン段階希釈溶液 
標準物質であるカテキン（catechin）を、メタノールで段階希釈し、Folin-Denis 法で
呈色した。 
 
 
図 17.  カテキンを用いて作成した検量線 
分光光度計 760 nm で測定した。R² = 0.9985 
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0 時間後の MM2d の総抗酸化物質含有量は対照区で約 0.9 mg/g であった（図 18 
(A)）。対照区では flg22処理 3 時間後に 0.5 mg/gとなり、約 0.4 mg/gの減尐が見られ
た。6 時間後には 0.8 mg/gまで含有量が回復し、24時間後には 0 時間後の含有量を上
回る値を示した。他の重金属過剰区においても、flg22 処理区において、3 時間後の総
抗酸物質含有量の減尐、以後の含有量の回復が見られ、flg22 無処理区の値を上回る区
がほとんどであった。（図 18 (B)～(F)） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 18. 各重金属過剰培地における総抗酸化物質含有量経時変化。 
(A)control、 (B) + Cu、 (C) + Fe、 (D) + Zn、(E) + Mn、(F) + Cd。 
flg22 処理 24 時間後のMM2d をエタノールで抽出し、Folin-Denis法で呈色、 
760 nm で定量しカテキン相当量で算出した。‐flg22：フラジェリンペプチド無処理
区、+flg22：処理区。実験 3 回の平均と標準誤差を示す。‐ 
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（６）実験 6 植物体を用いた銅過剰条件下における遺伝子発現量変化 
 
 実験 1～5では、培養細胞をサンプルとした実験を行ったが、実験 6では植物体をサ
ンプルとして用い、実験 2、4 と同様に、病害応答関連遺伝子である AtWRKY22 と、
活性酸素除去酵素遺伝子AtSOD 各種の遺伝子発現量解析を行った。 
植物体における実験として、まず銅過剰条件においての実験に着手した。ホーグラン
ド液を基本培地とし、銅 5 μM （基本培地の 10 倍）、銅 50 μM （基本培地の 100 倍）
の銅過剰区を設定し、5 週間栽培を行った。結果、対照区、各過剰区において成長の違
いが見られ、銅 100 倍区では葉の色も薄く、育ちも悪かった。10 倍区では対照区とほ
ぼ同等の生育が見られた（図 19）。 
 
 
  
 
図 19. シロイヌナズナの水耕栽培 5週間後の様子 
（A）、（B）ホーグランド溶液（基本培地） 
（C）、（D）銅 50 μM （基本溶液の 100 倍）ホーグランド溶液 
スケールバーは 3 cm を示す。 
 
(A) 
(D) (C) 
(B) 
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遺伝子発現量解析では、軟腐病菌噴霧接種 24時間後の AtWRKY22 発現量は銅過剰
条件下において接種区で無接種区よりも多尐の減尐が見られた（図 20）。 
活性酸素除去酵素遺伝子である AtCSD1、 AtFSD1、 AtMSD1 の遺伝子発現量解
析では EC接種により、いずれの区でも若干の増加が見られ、特に銅 10倍区の AtCSD1 
発現量はコントロールの 2 倍を超える値を示した（図 21）。 
 
 
 
 
図 20. 銅過剰培地におけるシロイヌナズナ植物体への軟腐菌噴霧接種 24 時間後の
AtWRKY22 発現量変化 
ホーグランド基本培地をコントロール区とし、各濃度区それぞれ未接種区を 1とした時
の相対的遺伝子発現量を示した。-EC：軟腐病菌未接種、+EC：接種。コントロール区
は 4 回、銅 10 倍区は 3 回、銅 100 倍区は 2回の平均値と標準誤差を表す。 
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（A）AtCSD1 発現量 
 
 
 
 
（B）AtFSD1 発現量 
 
 
 
  
0
0.5
1
1.5
2
2.5
3
3.5
control Cu  × 10 Cu  × 100
相
対
的
遺
伝
子
発
現
量
 
 - EC
 + EC
0
0.5
1
1.5
2
2.5
3
3.5
control Cu  × 10 Cu  × 100
相
対
的
遺
伝
子
発
現
量
 
 - EC
 + EC
50 
 
（C）AtMSD1 発現量 
 
 
 
図 21. 銅過剰培地におけるシロイヌナズナ植物体への軟腐菌噴霧接種 24 時間後の 
各 AtSOD遺伝子発現量変化 
 
(A) AtCSD1 (B) AtFSD1 (C) AtMSD1 
ホーグランド基本培地をコントロール区とし、コントロール区の EC無接種区を 1とし
た時の相対的遺伝子発現量を示した。-EC：軟腐菌未接種、+EC：接種。 
コントロール区は 4回（(B) AtFSD1の+EC 区のみ 3 回）、銅 10 倍区は 3 回、銅 100 
倍区は 2回の平均値と標準誤差を表す。 
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（７）実験 7 花粉浸し法による SOD過剰発現株の作成 
  
実験 4、5 において、活性酸素除去因子の働きが重金属過剰条件下でも、コントロー
ル区と同様の反応の程度を示しているのではないかと示唆されたため、SOD の過剰発
現株を作成することにより、過敏感反応の様子に変化が生じるのではないかを考察し、
実験 7 では花粉浸し法による各 AtSOD 遺伝子の過剰発現株の作成を試みた。 
各コンストラクトを導入することが可能かの検討を行うため、花粉浸し法によって、
まず GFP-GFP 過剰発現株を作成し、種子を得た。今後、今回得た種子を選択培地で
選抜し、形質転換により得られた GFP-GFP 過剰発現株の確認をする必要がある。そ
の後、蛍光が確認できた場合、同様のプロトコルで各種 AtSOD 遺伝子の過剰発現株の
作成を行い、蛍光が確認できなかった場合はプロトコルの改善が必要となる。 
 
本実験では、GFP-GFPのコンストラクトを持つアグロバクテリウムで形質転換を行
い、種子を収穫する段階までを試みたが、それ以降の抗生物質を含む培地での選抜、各
種 AtSOD遺伝子を含む株の作成までは至らなかった。 
以後、選択培地での選抜をし、花粉浸し法により形質転換が可能であることを確認し
た上で各種AtSOD遺伝子過剰発現株を作成したい。 
 
花粉浸し方では、LBアグロバクテリウム液に浸すことで、培地に含まれる塩の影響
から枯死してしまう蕾もあり、切除する必要がある。種子回収までの栽培中も観察を続
ける必要がある。 
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考察 ６．
 
実験 1より、各重金属過剰培地での過敏感細胞死率は 基本培地と同等であり、いず
れの条件でも flg22 処理による病害応答関連遺伝子AtWRKY22の発現量増加が見られ
たことから、基本培地と同様、重金属過剰条件でも flg22に対する応答が確認できた。    
一方、SOD遺伝子の発現量はほとんどの試験区で flg22 処理により減尐した。SOD
は細胞内に発生する活性酸素を除去し、酸化ストレスを抑制することで細胞を正常な状
態を保つ機能を担うと考えられている。実際、細胞質型 SOD である AtCSD1遺伝子発
現量が Cu、Fe、Zn の過剰条件下で flg22 無処理区において増加しているのは、重金
属添加により生じる酸化ストレスに反応した可能性が考えられる。反対に、過敏感反応
時には SOD 遺伝子発現を抑えることで活性酸素の除去を抑え、素早く過敏感細胞死を
誘導することで、周囲の細胞への感染拡大を抑制しているのかもしれない。 
また、細胞内の総抗酸化物質含有量は flg22 処理 3 時間後に減尐し、その後増加傾
向が見られた。今回、抗酸化物質量測定に用いた Folin-Denis法は、細胞内の還元物量
を検出しているので、過敏感反応の初期段階で急激に生じた活性酸素により抗酸化物質
が酸化され、還元力が無くなったことを表していると思われる。そして、過敏感反応の
後期段階では抗酸化物質が再合成され、見かけの活性酸素増加量が緩やかになったと思
われる。 
植物体を用いて行った 実験 6 では、AtWRKY22 遺伝子の発現量は、銅過剰条件に
おいても 24 時間後で、ほぼ無処理区と変わらないという結果となった。EC 接種によ
って軟腐病特有の葉の萎れ、灰色の斑点が見られたことから、軟腐病に感染していると
言えると考えられるが、病害応答関連遺伝子の発現量はほぼ変わらないという結果にな
った。今回の実験では、葉を用いた遺伝子抽出には株の中から無作為に採取した葉を用
いたため、より詳細に遺伝子発現量を論じるためには、併せて病気の感染率なども考慮
する必要があると考える。 
植物体における各種 AtSOD 遺伝子発現量については、培養細胞を用いた実験とは異
なり、EC 接種 24 時間後に発現量の増加が見られた。主に銅 10 倍区で発現が著しく、
AtCSD の発現量は 2倍を超える値を示した。培養細胞においては、それぞれの細胞に
おいて過敏感反応が起こるため、遺伝子発現量変化の様子が顕著に見られたが、植物体
の場合、病原菌が侵入し、過敏感反応を起こしている細胞の周囲の細胞が活性酸素の急
激な増加に反応して、AtCSD の発現量を増加させることで、細胞の均衡を保とうとす
る反応が見られたのではないかと考察する。 
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まとめ ７．
 
 今回行った実験では重金属過剰による過敏感反応の変化は残念ながら確認できなか
った。しかし、重金属過剰条件下でも過敏感細胞死は対照区と同程度起こり、過敏感反
応が妨げられないということが示唆される。 
重金属過剰による酸化ストレスは、自然死は誘導するがそれによって過敏感反応が促
進される、または阻害されるということは無いようである。今回、重金属の酸化ストレ
ス（活性酸素）と過敏感反応の特徴的な反応であるオキシダティブ・バーストとの関係
性を解明しようと考えていたが、残念ながら現段階では関係性を論じるのは難しいと思
われる。 
シロイヌナズナと flg22を用いた病害応答誘導はどの報告においても約 30 ％程度の
死亡率しか見られない。しかし、病害応答遺伝子の発現量増加、活性酸素の急激な増加、
それに対する活性酸素除去の反応が見られることから、この組み合わせの過敏感反応に
おいては、反応は起こるものの、細胞死まで至らないのではないかと推測する。活性酸
素は細胞自身も傷つける代わりに、侵入してきた病原体に対して有害な影響を及ぼす。
あくまで推測の段階ではあるが、これらの組み合わせにより誘導される過敏感反応にお
いては、細胞を自殺させるまでの反応の進行が活発に起こらないのではないかと考える。
一般的に過敏感細胞死は液胞膜の崩壊に伴うとされるが、この組み合わせによって引き
起こされる反応では液胞膜崩壊までの反応が進行しないという可能性が考えられる。 
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今後の展望 ８．
 
 今回の実験では活性酸素と重金属要素の関係から、各種 AtSOD 遺伝子発現量に注目
したが、活性酸素を分解した後に生じる過酸化水素（H2O2 ）を分解するカタラーゼに
注目した実験にも取り組む必要があると考える。そして、過敏感細胞死率の値について
は、液胞膜で特異的に局在するタンパク質と GFP との複合タンパク質を過剰に発現す
る MM2d 株を作成し、観察をする必要があると考える。 
 加えて、重金属過剰条件において、MM2d 細胞内で実際に過剰摂取されているかの
確認として、細胞内含有量を調べる必要ある。卒業論文では重金属過剰条件下での、重
金属イオントランスポーター ZIP5 遺伝子量の増加と、銅過剰条件においての細胞内
含有量を調べ、濃度によって細胞内の銅濃度も上昇するという結果を報告したが、他の
重金属要素についても調べる必要性がある。 
 今回の報告では培養細胞である MM2d の報告が多かったが、実際の植物体との結果
との相関性があるとは現時点では言えないため、植物体を用い、同様の実験を行う必要
がある。MM2d 細胞はいずれの細胞も同一の形質を持ち、性質として細胞の分裂に重
きを置いているが、植物体において細胞は各組織に分化し、それぞれ複雑な役割を担っ
ている。植物体を用いた実験については今回の報告の銅だけでなく、他の重金属要素に
ついても同様の実験を行い、培養細胞との比較を行う必要がある。植物体においては、
病気に感染していない細胞感染している細胞との区別（感染率測定など）を行うことで、
より詳細な結果を導けるのではないかと考える。今後、植物体の活性酸素の計測も行い、
より詳細に観察を行いたい。 
植物体における病害応答関連遺伝子 AtWRKY22 の発現量については感染率などの
観点から感染が確認できたものに限定することで、発現量の変化が見られると考える。
各種 SOD遺伝子の発現量は、SODと GFPとの複合タンパクの発現株に局所的に病気
に感染させ、病気に感染している細胞と周囲の細胞の様子を確認することで、細胞別の
発現量の比較や、組織毎の働きの異なる様子が観察できるのではないだろうか。 
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